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毒蛇 咬 伤 的 酶 标 诊断 . 银 环 蛇 咬 伤 
临床 酶 标 诊断 的 应 用 
宁可 干 本 怀 路。 让 共 山 


《广西 医学 院 蛇 沽 蛇 伤 研究 宝 帆 床 组 ) 


酶 结合 免疫 吸附 试验 〈 简 称 酶 标 ) 是 七 十 年 代 的 一 项 血清 学 新 技术 ， 已 广泛 应 用 于 
临床 。 历 来 对 毒蛇 咬 伤 的 诊断 是 依靠 局 部 及 全 身 中 毒 表现 以 及 根据 确认 或 捕获 的 毒蛇 。 
我 组 于 1980 年 2 月 开展 酶 标 技术 对 蛇 伤 诊断 的 实验 探索 ， 并 应 用 于 临床 。 


材料 和 方法 


一 、 马 抗 银 环 蛇毒 血清 IgG 的 制备 
该 抗 毒 血清 经 盐 析 后 用 DEAE 纤维 素 层 析 纯 化 得 IEG。 鉴 定 符合 单一 性 要 求 ， 冰 冻 
干燥 备用 。 


二 、 酶 标 抗 银 环 蛇毒 血清 的 制备 

羔 根 过 氧化 物 醇 (Sigma 产 品 ) 深 于 NaHCO, 溶液 中 , 滴 加 一 定量 二 硝 基 握 葵 的 无 
水 乙醇 溶液 ， 再 加 一 定量 的 NaIO, 水 溶液 , 加 乙 二 醇 中 止 气 化 反应 。 经 透析 后 的 辣 根 过 
氧化 物 酶 溶液 中 加 马 抗 银 环 蛇毒 血清 IgG ， 再 加 一 定量 的 下 aBH, ， 经 透析 加 等 量 物 和 
{NH,)sSO, 溶 液 。 沉 淀 溶 于 PBS 中 ， 透 析 过 夜 。 计 算 结合 物 的 克 分 子 比 值 。 


三 、 琼 脂 珠 抗 银 环 蛇毒 血清 IgG 的 交 联 (简称 致敬 小 珠 )，Scplharose 4B 活化 处 理 


将 BrCYN 溶液 加 到 4B 珠 中 继续 反应 ， 维 持 pH 在 10.8 一 11.2 之 间 。 以 每 训 升 4B 珠 
5 毫克 抗 银 环 蛇毒 血清 IgG 计算 ， 加 乙醇 胺 在 4 B 珠 于 旋转 器 中 反应 。 用 0.1M pH 4.0 
含 1 NaCl 醋酸 缓冲 液 及 0.1M PH8.0 含 144 NaCl 于 酸 缓 训 液 交替 洗 谋 ， 再 用 F8> 洗 


淋 ， 并 稀释 至 适当 浓度 ， 4 °C 保存 备用 。 


四 、 双 抗体 〈 夹 心 ) 法 DA33 体系 检测 银 环 蛇毒 


和 将 含有 特异 性 的 抗 银 环 巡 毒 血 清 lgG 致敬 于 固 相 载体 4 B 珠 上 ， 加 入 售 符 测 的 抗原 
《 银 环 蛇 毒 或 被 咬 伤 的 局 部 组 织 液 或 病人 的 志清 ) 的 溶液 进行 保温 ， 使 抗原 和 抗体 在 丙 
相 载体 表面 形成 复合 物 ， 再 加 入 醇 标 记 的 抗 银 环 婉 毒 血 清 IgG ， 使 与 固 相 载体 表面 的 抗 
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原 相 结 合 , 最 后 加 入 酶 的 底 物 , 经 催化 作用 后 产生 有 色 产 物 的 量 相 当 于 深 波 中 抗原 的 量 。 

结果 在 100 倍 显微镜 下 观察 ， 银 环 蛇 毒 阳 性 者 致 敏 小 珠 呈 黄 - 棕 黄色 ， 阴 性 对 照 是 
采用 正常 人 血清 或 其 他 蛇毒 ， 均 为 无 色 。 酶 标 抗 银 环 蛇毒 血清 IgG 的 最 适 工作 浓度 是 采 
用 试管 法 滴定 ， 各 批 酶 标 栈 有 不 同 ， 波 动 在 1 : 10~ 1 : 20 之 间 。 


讨 论 


玻 片 法 免疫 酶 测定 银 环 蛇毒 的 红 感 度 可 达 5 一 10 毫 微克 /毫升 。 此 法 测定 正常 人 血 
清 为 阴性， 对 眼镜 蛇 科 其 他 毒蛇 如 眼镜 蛇毒 〈200 毫 微克 /毫升 ) 、 金 环 巡 毒 〈100 毫 微 
克 / 毫 升 ) 、 眼 镜 王 蛇毒 《200 毫 微克 /毫升 ) 均 为 阴性 。 对 妈 蛇 毒 和 五 步 蛇 毒 以 及 无 毒 
蛇 咬 伤 病人 允 清 也 均 为 阴性 。80 年 5 月 18 日 首次 测定 一 例 银 环 蛇 咬 伤 呼 吸 停 止 的 病人 ， 
其 血清 及 局 部 组 织 均 为 阳性 。 尤 以 局 部 组 织 液 染 色 较 深 。 先 后 临床 共 试用 四 例 均 获 满 意 
结果 。 此 法 简单 ， 制 好 片 后 约 2 个 半 小 时 可 得 结果 。 不 仅 能 作 定性 诊断 ， 而 且 还 可 作 半 
定量 测定 ， 对 法 医学 鉴定 亦 可 适用 。 


DIAGNOSIS OF VENOMOUS SNAKE-BITE BY ELISA METHOD. 
|. IN THE CLINIC DIAGNOSIS OF SNAKE~BITE OF CHINESE 
KRAIT (BUNGARUS MULTICINCTUS BLYTH) 


Lin ke-kan Lee Huai-peng Liao Gong-shan 
CSnake venom Research Laboratory of Kwangsi Medical Collcge) 


Abstract 


The Elisa slide method (defined as antibody substrate sphere) can dctect 
the Chinese Krait venom retained in patient’s wounded tissues or blood serum 
at the level of 5-10ng/ml. The method is specific in immunology, There is no 
cross—reaction with other species yenoms and no bositive reaction with normal 
human serum, In the clinic practice, the satisfactory results has been obtained 
in four patients with Chinese krait poisoning after preparing the slide in about 
two and a half hours, The method is simple in procedure, speedy in time, and 
may not only be applied for quantitative assay in clinical snake poisoning, but 


also for qualitative assay in forensic medicine, 


